










































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































タンパク質 微生物 相同性（％） Accession　No．参考文献
hypothetical　protein　、枕50r乃彪0わ’π〃210’∫ 42 NPO85787　　『 Kaneko　et　al．，2000
unknown R腕zoわ∫〃η2θ’1’ 39 NP　659881　　一 Girard　et　al．，1991
conserved　hypothetical　protein5「加orぬ’ZOわ∫24〃2〃Zθ1110ガ 37 NP　435741　　一 Bamett　et　al．，2001
hypothetical　protein八bVO卿玩η90わ加〃20ro〃2α’∫0’vorαη536 ZP　OOO93606　　一




































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































微生物 遺伝子 相同性（％） Accession　No．参考文献
IdentijシSimilarity
　　　　　　　　　　　　　　㌧V泌r∫oo乃01θrαθ 62　　　75 NP　230908　　一 Heidelberg　et　al．，2000
3舵μo御ツcε3coθ1’colo7 61　　　73 NP　626921　　一 Bentley　et　al．，2002
sαvθηη1”1’5 r’わ！望4 61　　　72 NP　821720　　一 Omura　et　al．，2001
碗わ7∫OPα7α勿θ配o卯∫c〃5 59　　　75 NP　798300　　一 Nasu　et　al．，2000
昂0’06α6彪吻〃21θ’09ηα砺r∫狙 59　　　72 AAK83295Lee　et　al．，1994
Pp乃o解1zo7επη2　　　　　　　　　　　　　　」 ア’わ翅 59　　　71 P51618 Lin　et　al．，2001
　　　　　　　　　　　　　　bOX∫θ1Zαわ〃7〃θ”∫ 7’わ且 55　　　67 NP　819677　　一 Seshadri　et　al．，2003
C乃10πザθκ〃5α〃7αη’∫α0〃5 55　　　67 ZP　OOOl7753　　一
Clo5か’4劾肌ρθ7プ7’η9θη5 ア∫わ凶 54　　　66 NP　561484　　一 Shimizu　et　al．，2002
5〃ξμOCOCO〃5ρηθ〃吻0η∫αθ r’耐 52　　　66 NP　357756　　一 Hoskins　et　al．，2001
表8．toxC遺伝子とアミノ酸レベルで相同性を示したタンパク質
◎◎






















タンパク質 微生物 相同性（％） Accession　No．参考文献
IdenttF　Sin廿lari
LysR伽皿y　t旧nscrip丘ona1剛aωr必θ掘o〃20ηαgμ4勲KT24407　　　64 NP　745744　一 Nelson　et　a1。2002
t㎜cdp“ona1剛ator 勘競0η‘α〃3θ如Z〃伽傭 49　　　63 ZP　OOO25573　一
t㎜scdpdona1㎎ul…加r 必副oη20鷹ガ㎜孤oθ砺P⑩一147　　　60 ZP　OOO84896　一




㎞nscdφonal　Iegul翫or　Me】σPρ〃㈱KT2440 33　　　47 NP　744970　一 Kohler　et　al，1999
T喀Spmtein P、ρ〃肋 33　　　47 CAD59442 Duque就組，2001


























































































































































































































































































































































P 3。7kb P kb
E 85kb E 5．5kb E
一 oヴ2 △’o瓢R 瑠 ム’ακR ’o彪4
B EcoRI PstI
1臨』
5．5　kbπ
欝：∠ふ盈
　　吻一v2．2　kb
図33．toxR遺伝子破壊株MY411ゲノムのサザンハイブリダイゼーション
A：・toxR破壊株の作出方法
　短い矢印はプライマー、太いバーはプローブ部位
　E：・EcoRI，　P：・Pstl，　Km「：カナマイシン耐性遺伝子
B：toxR破壊MY411ゲノムのサザンハイブリダイゼーション
　プローブ：toxR遺伝子上のプライマーtp5とtp6間の増幅DNA断片
　レーン1，2，3，5，6，7：toxR破壊株、レーン4，8：野生株、
　レーン1－4：EcoRIで切断した場合、レーン5・・8：　Pstlで切断した場合
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3株全てにおいて破壊株として予想された長さのバンド（EcoRI切断では8．5
kbと5．5　kb、　Pstl切断では3．7　kbと3．O　kb）が検出された。これらのうちの
1つをtoxR遺伝子破壊株MY411と命名し、以降の実験に用いた（図33B）。
　破壊株MY411は、　King’s　B液体培地で野生株と同様の成長速度を示し、そ
の増殖能には影響を受けていないことが認められたので、本破壊株の病原性
について調べた。イネ実生苗に対する病原性は、野生株が2週間程度で腐敗
症状を示したのに対して、破壊株MY411では全く病徴を生じなかった（図
34）。またCaPG寒天培地上における毒素産生能について調べたところ、野生
株ではコロニーが蛍光黄色を示し、毒素産生の特徴を示したのに対して、破
壊株MY411ではコロニーが白色を呈し、毒素を産生しないことが認められ
た。さらに、King’s　B液体培地で培養した場合にも、破壊株MY411ではHPLC
の分析においてトキソフラビンのスポットが検出できなかった。これらのこ
とから、破壊株MY411では増殖能には影響を受けないが、病原性および毒
素産生能を欠損していることが明らかとなった。
　さらに、毒素生合成遺伝子であるtOXt4遺伝子について、そのmRNAの転
写をRT－PCRにより調べたところ、野生株ではcDNAの増幅が見られたのに
対して、破壊株MY411ではその増幅が起こらなかった（図35）。っまり、toxR
の破壊によりtox　t4遺伝子発現が抑制されることが認められた。
　以上の結果から、toxR遺伝子破壊株MY411では、　tOXttl遺伝子の転写抑制
により、トキソフラビン産生が起こらないため、病原性が喪失したと考えら
れた。
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A B C
図34．toxR遺伝子破壊株MY411のイネ実生に対する病原性
A：野生株、B：破壊株MY411、　C：水処理
写真は接種14日後に撮影
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1　　2　　3　　4　　5　　6
300bp→レ
図35．toxR遺伝子破壊株MY411におけるtoxA遺伝子の発現
レーン1：マーカー
レーン2：野生株ゲノム1）NA
レーン3：野生株RNA
レーン4：野生株RNA（逆転写酵素無し）
レーン5：MY411株RNA
レーン6：MY411株RNA（逆転写酵素無し）
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5．toxR遺伝子の転写活性因子としての役割
　ToxRの属するLysRファミリーは、制御する遺伝子の転写開始地点より一35
bpから一70　bpのT－N11－A配列に結合することが知られているが、　tox、4遺伝子
のプロモーター領域においても、二つのT－Nll－A配列が存在した。そこで、
この配列とPseudo〃zonas．　putidaのNahRの標的遺伝子nahA（accession
number：M11863）、　Azorhizobium　spp．のNodDの標的遺伝子no‘L4（accession
number：L18897），　E．　coliのOxyRの標的遺伝子oayS（accession　number：U87390）、
P．　aeruginosaのMexTの標的遺伝子〃zexE（accession　number：X99514）のそれぞ
れのT－Nll－A配列について比較した。その結果、図36に示すように各T－Nll－A
配列中に逆方向反復配列が見られ、nahAを除いてT－Nll－A－N8－T－Nll－Aモチー
フの存在が認められた。さらに、nahA、　oayS、およびtO」tt4遺伝子プロモータ
ーの一35配列を比較したところ、nah、4およびoaySでは二つ目のT・N11－Aモチ
ーフに隣接したのに対して、∫o岨では一つ目のT－Nll－Aモチーフに隣接して
いた。これらのことから、’αMの一つ目のT－Nll－AモチーフがToxRタンパ
ク質の結合部位となっていることが示唆された。
　そこで、この領域へのタンパク質結合能をゲルシフト法により確認した。
イネもみ枯細菌病菌の野生株を37℃の毒素産生条件と28℃の非産生条件
下で培養した菌体、およびtoxR遺伝子破壊株MY411の37℃培養菌体から
全タンパク質を抽出し、T－N、、－A領域を含む標識DNA断片を用いてゲルシフ
ト法を行った。その結果、図37に示すように、毒素産出時の野生株では、他
の菌体におけるバンドとは異なる位置に新たなバンドが検出された。このバ
ンドは、野生株を毒素非産生条件下で培養した菌体および破壊株MY411
103
toxA
naん4
刀o朔
oryS
mexE
1　　　　　　＊＊　　　　　　　　　＊＊　　　　　　＊　　　　　　　　　＊　　　　　　　　　58
TCGAAAT鯉阜GCGGCAATT≦込エェ⊆AAAGAATTTCAAGGGTGCAATTCACGTGGATA
ATTCGCAGエ∠Σ里TCACGCTGGTGξ塾AACAAATTCAACTATGCTTTATTGACAAATAAA
GATTGTGCC些GATCACGTG鯉TGGCTGTATTCGGTAATTGGAATTGACCGGTAGA
ATCGCCACGATAGTTCATGGCGATAGGTAG璽AGCAATGAACGi鐸ATCCCTATCAA
AAACCATGエ∠蝿TGTTC墨ATCAA巡TCGTCGTTC甦：AGTTCCCTGCC
一27
－2σ
一27
???
図36．】LysRファミリータンパク質の推定結合領域
tox，4：イネもみ枯細菌病菌tox，4遺伝子の開始コドンから199　bp上流の配列
nahA：Rputida　nahA遺伝子の開始コドンから50　bp上流の配列
nOtL4：Azorhizobium　spp．のnodil遺伝子の開始コドンから91　bp上流の配列
oayS：大腸菌のoxyS転写開始点より27　bp上流の配列
mexE：R　aeruginosaの〃iexE遺伝子の開始コドンから56　bp上流の配列
kはT－Nn－Aモチーフ、二重線はそれぞれの遺伝子のプロモーター－35配列
矢印はT－Nn－A内に見出された逆方向反復配列
DNA一タンパク質一→〉
複合体
フリー－DNA－一レ
1 2 3
図37．ゲルシフト法によるDNA一タンパク質複合体の検出
レーン1：野生株
レーン2：野生株（28°C）
レーン3：toxR遺伝子破壊株MY411株
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の菌体では検出されないことから、タンパク質一DNA複合体であると推測さ
れた。
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考察
・本章の研究では、トキソフラビン生合成遺伝子として既知の∫αM遺伝子下流
にtoxBおよびtoxCという二つの生合成遺伝子が存在することが確認された。
これら3種の遺伝子は非常に近傍に位置しており、一つの転写単位であったこ
とから、クラスターを成していることが明らかとなった。毒素生合成遺伝子が
このようなクラスターを成すことは他の細菌においても多くの報告がある。細
菌にとって、毒素産生のような目的の場合には、遺伝子がクラスターを形成す
ることが毒素生合成を制御する上で容易であるという利点がある。
　トキソフラビン生合成については、これまでの研究により、トキソフラビン
のアゾプテリジン環のピリミド部位はプリンに由来し、トリアジン部位はグリ
シンのアミノメチル基から、またN一メチル基はメチオニンに由来することが明
らかとなっており、このことからリボフラビン生合成と同様のステップを経る
と考えられている（Richter　et　al．，1993；Levenberg　and　Sander，1966；福島，1975；
Bacher　et　al．，1gg6；Richter　et　al．，1gg7）。本研究で単離された生合成遺伝子のtoxB
遺伝子は、リボフラビン生合成酵素の一つであるGTPシクロハイドロラーゼII
と顕著な相同性を示した。また、to・diはメチルトランスフェラーゼをコードす
ることから考えて、GTPシクロハイドロラーゼIIによってGTPの開環が起こ
り、グリシンが抱合し、メチオニンからメチルトランスフェラーゼによってメ
チル基が付加され、トキソフラビンが合成されると考えられる。toxC遺伝子に
ついては、機能未知であるが、そのアミノ酸配列にW－Dリピート領域が見出さ
れた。このW－Dリピート領域は、原核生物のシアノバクテリアに属する、わず
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か3菌だけにしか見出されないことから、大変興味深い事実である。通常W．D
リピート構造をとるタンパク質は真核生物で多くの報告があり、細胞分裂や遺
伝子の転写、細胞膜上でのシグナル伝達に関連していることが知られている
（Garcia．Higuera　et　al．，1996）。その中にGTP結合タンパク質のβサブユニット
がW－Dリピート構造を形成しているという報告がある（Fong　et　al．，1986；Neer　et
al，1994；Sondek　et　al．，1996）。それ故、　toxC遺伝子はトキソフラビン生合成にお
いて非酵素的に働き、GTPへの結合に関与している可能性が考えられる。
　トキソフラビン生合成の最初のステップであるGTP開架反応は、リボフラビ
ン生合成と同一一wa素反応で起こると考えられるが、この反応がトキソフラビン
生合成のtoxB遺伝子のゴードする酵素で行われているのか、リボフラビン生合
成のGTPシクロハイドロラーゼIIも関与しているのかは非常に重要なことで
ある。トキソフラビン生合成酵素を薬剤ターゲットして考えた場合、もしGTP
開架反応が両酵素で進むと仮定すると、ToxB酵素の反応を薬剤で抑えても、リ
ボフラビン生合成のGTPシクロハイドロラーゼIIが存在すればトキソフラビ
ンの合成は起こることになる。リボフラビンは生物体にとって必要な物質であ
り、微生物は自身で合成できるこが知られている（Bacher　et　al．，1996）。細菌のリ
ボフラビン生合成遺伝子群は、ribA遺伝子を含むクラスターを形成しており
（Richter　et　al．，1993）、　toxB遺伝子の場合もトキソフラビン生合成遺伝子のクラ
スター内に存在し、しかもリボフラビン生合成に関与しないto・th遺伝子と同一
転写単位で発現される。従って、toxB遺伝子産物のみがGTPの開架反応を行っ
ていることは考え難い。そのため、イネもみ枯細菌病菌のリボフラビン生合成
遺伝子ribAの存在を調べることにした。一般に、グラム陰性菌はribA遺伝子
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を、グラム陽性菌は次のステップの脱アミノ反応活性を同時に有するribAB遺
伝子をもつことが知られている（Fassbinder　et　al．，2000）。そこで、グラム陰性菌
でイネもみ枯細菌病菌toxB遺伝子とDNA配列にて約40％の相同性をもつ大腸
菌ribA遺伝子DNAをプローブとして、穏和な条件でハイブリダイゼーション
を行ったところ、toxB遺伝子DNAをプローブとした場合と同一のパターンを
示した。この両プローブに対するポジティブDNAが、イネもみ枯細菌病菌の
ribA遺伝子DNAである可能性が示唆された。現在まで、イネもみ枯細菌病菌
のribA遺伝子およびその他のリボフラビン生合成遺伝子の単離には至ってい
ないが、GTP開架反応には、トキソフラビンおよびリボフラビン生合成の両酵
素が関与していると考えられる。
　トキソフラビン生合成遺伝子クラスターの上流には、LysRファミリーに相同
性の高いtoxR遺伝子が見出された。転写活性因子として報告のあるLysRタン
パク質の中では・R　putidaのMexT（Kohler　et　al．，1999）、　S．　pauci〃zobilisのLinR
（Miyauchi　et　al．，2000）等が比較的相同性が高かった。また、約15％の相同性
を示したNodD（Goethals　et　al．，1gg2）、　NahR（Schell，1986）においても、　N末
端では相同性が高く、特にヘリックス・ターン・ヘリックスモチーフが存在す
るN末端70残基においては、約40％の相同性を示した。LysRタンパク質は約
300アミノ酸からなる細菌の代表的な転写活性因子であり、標的遺伝子のプロ
モーター近傍へ結合してmRNAポリメラーゼの活性を補助すると考えられて
いる（Schell，1993；Henikoff　et　al．，1988）。　toxR遺伝子を破壊したMY411株では
毒素産生能を失っており、またtOJt，・1遺伝子の発現が抑えられていたことから、
toxR遺伝子の毒素生合成遺伝子への関与が認められた。さらに、　tox　t4遺伝子プ
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ロモーターのすぐ上流にはLysRタンパク質のターゲット配列であるT・N11－Aモ
チーフが見出された。通常、LysRタンパク質は二量体となってT－Nll－Aモチー
フへ結合するが、E．　coliのOxyR（Michael　et　al．，1989）では隣接する2つの
T－Nll－A配列（Gonzalez－Flecha　and　Demple，1999）へ四量体を形成して結合する
ものと考えられている（Zheng　et　al．，1998；Zaim　and　Kierzek，2003）。翫伽伽〃z　sp．
のNodDにおいても、結合モチーフであるNodボックスは
NYA工CCAYNNYRYRG△TGNNNNYNATCNAAACAArCG△TrrrA（下線部が
T－Nli－A配列）からなり、やはり四量体で結合する（Zheng　et　al．，1998；Goethals　et
al．，1992）。　toxt4プロモーターにおいても二つのT－Nll－A配列が存在したが、片
方のT・N11－A配列はプロモーターの一35配列と重なっているため実際には働かな
い可能性が高いと思われる。もう一つのT－Nll－Aを含む配列には，　LysRファミ
リーにおいても多数報告がある6塩基のパリンドローム構造を有し（Schell，
1993；Michel，1994；Dhandayuthapani　et　al．，1997）、この部位へのToxRタンパク質
の結合が考えられる。これは、毒素産生時のタンパク質においてのみ結合性が
認められたこと、またtoxR遺伝子が破壊されたMY411株では結合性が無かっ
たことなどから、ToxRタンパク質がこの領域に結合し、転写の活性化を行って
いることが考えられる。
　LysRタンパク質の多くは、標的遺伝子と逆向きに隣接して、そのターゲット
配列T－Nll－Aを重複することで、自身の転写も同時に活性化する自動制御機構
を備えている（Schell，1986）。イネもみ枯細菌病菌のtoxR遺伝子はtox　，4遺伝子
と転写方向が同一であり、toxR遺伝子上流にはT－Nll－A配列が存在しないこと
から、R　putidaのMexT（Kohler　et　al．，1999；Poole，2001）と同様に、自動制御機
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構をもっていないと考えられる。また近年、LysRタンパク質の活性化および誘
導機構が明らかになりつつある。例えば、活性酸素の除去遺伝子を活性化させ
るE、・coliのOxyRは通常還元型であり、除去遺伝子のプロモーター近傍へ結合
しているが、細胞内の活性酸素濃度の上昇によって酸化型に変化し、RNAポリ
メラーゼのプロモーター領域への結合を促進する（Miche1・et・al．，1994；Kullik　et
al．，1995）。　Rhizobiu〃z　sp．のNodDの結合性は、植物由来のフェノール性化合物
によって促進されることが知られている（Mclver　et　al．，1989）。また、　LysRファ
ミリーの中で、唯一病原性に関与するRalstonia・solanacearu〃ZのphcAは、自身
の細胞外成分の脂肪酸によって誘導されるTwo－component　systemを通してphcA
を誘導し、そのPhcAタンパク質がUρsRを誘導し、最終的に病原性に関与する
細胞外多糖生合成遺伝子を誘導する（Hua皿g　et　al．，1995；Flavier　et　al．，1997；
Huang　et　al．，1998）。イネもみ枯細菌病菌では、このようなシグナル物質や制御
系は見つかっていないが、28℃培養条件下ではtoxR遺伝子の発現が見られなか
ったことから、何らかの温度制御因子がtoxR遺伝子の発現を制御していること
が考えられる。
　本研究では、ToxRタンパク質の大量発現を大腸菌で試みたが、封入体を形成
してしまったため、精製には至らなかった。しかし、他のLysRタンパク質で
あるRalstonia　eutrophaのfdsRやR　putidaのsalRのように大腸菌での大量発現
に成功した例（Oh　and　Bowien，1999；Sato　et　al．，2001）、Micobacterium　leρraeの
OWyRのように封入体からリフォールディングを成功させた例（Dhandayuthapani
et　al．，1997）から見て、最適なベクターあるいはカラム精製条件によっては解決
される可能性もあると考えられる。
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　なお、toxR遺伝子上流に見出されたαプ2は機能未知のタンパク質と相同性を
示したが、トキソフラビン産出との関連性は不明である。ただし、αプ2遺伝子
と相同性の高い5つの細菌の遺伝子が、toxRと相同性の高い遺伝子に隣接して
存在することは興味深い事実である。
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総合考察
　イネもみ枯細菌病菌によって引き起こされるイネ苗腐敗症は、主に箱育苗
においてその伝染が拡大するため、一度発生すると大きな被害をもたらす。
また本病の農薬による防除は、細菌の増殖が早いため、あまり効果が上がら
ないうえ、耐性菌の出現も招きかねない。本病原菌については、その病原性
が非常に不安定であることからあまり研究が進んでおらず、その伝染環や感
染様式など不明な点が多い。
　イネもみ枯細菌病菌の病原性因子を解明するために作出された病原性欠
損変異株No．19では、　bgpl遺伝子の下流に本来存在するはずのIS　1417が欠
落しており、代わりにその部位にトランスポゾンTn4431が挿入されている
ことが確認された。変異株No．19は、ゲノムDNA中に1コピーのTn4431
を有すること、IS　1417とその周辺遺伝子を含む野生株ゲノム断片によって毒
素産生能が相補されること、およびIS1417復帰株No．1gRにおいて毒素産生
能が回復したことなどから、Tn4431による変異は、　IS1417を含む相補断片内
においてのみ起こっているものと考えられる。さらに、これらのことは
IS　1417が毒素産生能に関与していることを強く示唆している。　IS因子などの
可動遺伝子が病原性に関与する報告例はあまり知られていないが、以前より、
本菌の病原性は非常に不安定であることが知られており、実際に本菌を数回
継代しただけで、容易に病原性を失活した変異株が得られることから、この
不安定さの要因が、IS　1417に起因していると考えられる。
　変異株No．19においては、　bgpl遺伝子の発現が抑制されていたことから、
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bgp1遺伝子発現とIS　1417に関係があると考えられる。　IS　1417とbgp1遺伝子
は、約500bpのスペーサーを挟み向き合って存在しており、またIS1417のト
ランスポザーゼ遺伝子はbgp1遺伝子発現に関係しなかった。これらのことか
ら、IS　1417がbgp1遺伝子のターミネーターの様な働きを行い、制御してい
ることが考えられる。確かに、IS　1417上には、ターミネーター様配列が見ら
れたが、この配列が実際に機能しているか否かは分からなかった。
　bgPl遺伝子破壊株MY403においては、変異株No．19と同様の性質を示し
たことから、変異株No．19の毒素非産生能はbgpl遺伝子抑制と関係してい
ることが確認さ紅た。また、変異株No．19および破壊株MY403はトキソフ
ラビンに感受性であることから、bgp1遺伝子がトキソフラビンの耐性機構に
関連していると考えられる。これらのことから、トキソフラビンの生合成と
耐性機構が密接に連動していることが推測される。
　一方、トキソフラビン生合成遺伝子の解明では、生合成遺伝子tOXt4，　toxB，
toxCおよび制御遺伝子toxRについて解析を行い、　tox，4，　toxBおよびtoxCがク
ラスターを成し、ポリシストロニックに転写されることが明らかとなった。
通常、病原性に関わる遺伝子の多くは、クラスターを形成していることが多
い。これはその病原菌において、病原性を制御しやすいためであると考えら
れる。また、植物病原菌の進化の過程上、病原性を獲得する場合に、遺伝子
が集約している方が有利であることが考えられる。本菌においては、リボフ
ラビン生合成遺伝子と共通しているのは、toxBおよびtoxE遺伝子であるが、
その間にシアノバクテリアにのみ相同性あるtoxC遺伝子が存在することは
興味深い。また、toxRとαプ2は他の菌においても近隣に位置しているものの、
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それぞれのゲノムにおいて、リボフラビン生合成遺伝子とは離れた位置に存
在している。これらのことから、トキソフラビン生合成クラスターは独自に
進化してきたことが考えられる。
　それぞれの遺伝子相同性から、トキソフラビン生合成経路が推測され、途
中まではリボフラビン生合成と同一の経路を経ることが考えられた。また、
生合成開始反応であるGTP開架を担うtoxB遺伝子については、ホモログ遺
伝子の存在が示唆されたため、リボフラビンと分岐するまでは、複数の酵素
によって進行することが考えられる。
　また、トキソフラビン生合成の制御遺伝子toxRは、転写活性因子である
LysRファミリーと相同性の高い遺伝子を見出した。　toxR遺伝子の破壊株
MY411では、野生株と比べて、生育上の変化は認められなかったものの、ト
キソフラビン産生能および病原性が失われた。さらに、破壊株My4ii　’6は、
tOX，4遺伝子の発現が抑制されていたことから、toxR遺伝子がtOX，4遺伝子の活
性化に関与することが考えられた。また、LysRファミリーの標的DNAであ
るT－N、、－A配列が、クラスターの最上流に位置するto・th遺伝子プロモーター
上に存在したこと、クラスター遺伝子はポリシストロニックに転写されるこ
とを考えると、toxR遺伝子がトキソフラビン生合成全体の制御を支配してい
ることが推測される。同時に、本菌の病原性において、toxRが必須の制御遺
伝子であると考えられる。これらのことから、ToxRタンパク質は本菌の防除
薬剤のターゲットとして最適であるといえる。
　LysRファミリータンパク質は、原核生物において主要な転写活性因子であ
るものの、これまで植物病原菌の病原性と関与が知られているのは、Ralstonia
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solanacearu〃1のphc71遺伝子のみである。このphcA遺伝子は、自身の二次代
謝産物を認識するTwo－component　systemによって制御されていることが明ら
かとなっているが（Flavier　et　al．，1997）、イネもみ枯細菌病菌においては、こ
のような機構はまだ知られていない。いくつかのLysRファミリーにも、自
身を活性化させるシグナル物質の存在が知られていることから、本菌におい
ても、toxR遺伝子を直接的、あるいは間接的に制御する因子が存在すること
が考えられる。
　植物病原毒素のいくつかは、温度によって制御されることが知られている。
例えば、P．　syringae　pv．　phaseolicolaの毒素ファゼオロトキシン（Jackson，　et　al．，
1999）、およびP．　syringae　pv．　atropurpureaの毒素コロナチンは、16℃の低温
でのみ産出される（Bender　et　al．，1999b）。これらの詳細なメカニズムは、ま
だ明らかとされていないが、その菌において、16℃前後の季節に病原性を発
揮することが有利になるためだと考えられている。イネもみ枯細菌病菌にお
いては、32℃から37℃の温度でのみトキソフラビンが産生されることから、
上記の毒素ほど厳密ではないが、なんらかの温度制御機構が存在していると
考えられる。実際に、28℃の培養条件下においては、toxR遺伝子の発現が
見られなかったことから、このtoxR遺伝子の制御遺伝子が、温度の認識機構
と関連していることが考えられる。本菌におけるtoxR遺伝子発現に達するま
での経路は、まだ不明であるが、今後ゲノム解析等により明らかにされるこ
とが期待される。
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要旨
　イネもみ枯細菌病菌Burkholderia　glumaeは、わが国におけるイネの重要病
害であるイネもみ枯細菌病を引き起こす病原細菌である。本病原細菌は、1
976年にイネのもみを蒼白色に枯死させる原因菌として初めて同定された。
その後、本病原細菌がイネにおける苗腐敗症に関係していることが明らかと
なり、イネの苗腐敗症およびもみ枯症の原因細菌として注目されるようにな
った。イネもみ枯細菌病は全国的に発生するが、とくにイネ苗腐敗症は近年
の機械化移植にともなう箱育苗において多発し、大きな問題となっている。
また、本病原細菌の病原性に関しては、病原性欠損変異株およびその回復株
の研究により、本菌の産生する毒素トキソフラビンが病徴の発現と深く関与
していることが明らかになっている。また、トキソフラビン生合成について
は数種類の生合成遺伝子が単離・同定されているが、これらの具体的な機能
および制御機構については明らかになっていない。
　そこで、本研究ではイネもみ枯細菌病菌の病原性を解明することを目的と
して、第1章ではトランスポゾン導入による病原性欠損変異株、およびその
病原性欠損変異株への野生株ゲノムライブラリーの導入による病原性回復株
を用いた病原性関連遺伝子の解析、第2章では毒素トキソフラビン生合成系
に関与する遺伝子およびその制御機構の解析を行った。
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第1章　イネもみ枯細菌病菌の病原性欠損変異株の作出と解析
　イネもみ枯細菌病菌ヘトランスポゾンTn4431を導入・作出した病原性お
よび毒素産生能の欠損変異株No．19（病原性欠損変異株No．1gと呼ぶ）、お
よびこの変異株No．19の病原性を回復した野生株ゲノムライブラリーのコス
ミドpNP147について解析を行った。
　病原性欠損変異株No．19におけるトランスポゾン挿入部位のゲノム解析で
は、まずトランスポゾンをプローブとしたサザンハイブリダイゼーションに
よりTn4431を含むゲノムDNA断片を取得し、次いでこのDNA断片をプロ
ーブとしたサザンハイブリダイゼーションにより、コスミドpNP147中の約
25kb　DNA挿入断片についてサブクローニングを行い、ポジティブバンドを
示した約2．6kb　DNA断片を得た。このDNA断片の塩基配列の決定により、
両末端に逆方向反復配列および内部にトランスポザーゼ遺伝子を有する転移
因子IS1417が存在することが明らかになった。
　次いで、病原性欠損変異株No．19におけるTn4431挿入部位周辺のDNA解
析およびコスミドpNP147の約25　kb挿入断片について解析し、病原性欠損
変異株No．19ではTn4431挿入領域に、およびpNP147の約25　kb挿入断片
ではIS　1417下流に、それぞれ機能未知のbgpl遺伝子が存在することが明ら
かになった。さらに、病原性欠損変異株No．1gでは本来挿入されているはず
のIS　1417が欠落し、その位置より78　bp上流にTn4431が存在すること、ま
た野生株ゲノムのIS　1417をプローブとしたサザンハイブリダイゼーション
により、イネもみ枯細菌病菌に存在する約8コピーのIS　1417の中で、　bgp1
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遺伝子に隣接するIS1417のみが病原性欠損変異株No・19で欠落しているこ
とが明らかになった。これらの結果から、病原性欠損変異株No．1gでは
Tn4431がbgρ1遺伝子下流へ挿入された際にIS1417が他の場所へ排除された
ものと考えられた。しかし、転移因子IS1417が直接病原性遺伝子の発現と関
係していることは考え難いので、隣接するbgρ1遺伝子の発現について調べた
ところ、野生株ではbgp1遺伝子の転写が認められたのに対し、病原性欠損変
異株No．19ではその転写が認められなかったことから、bgρ1遺伝子の発現に
は、IS1417が何らかの関与をしているが明らかになった。
　変異株No．19のトランスポゾンTn4431を除去した毒素産生能復帰株No．
19Rのゲノム解析では、　Tn4431が欠落し、その位置へ再度IS1417が挿入さ
れていたことから、bgp1遺伝子の発現が復帰されたものと考えられた。また、
bgp1遺伝子破壊株MY403では毒素産生能を欠失し、病原性欠損変異株No．19
と同様の性質を示したことから、毒素産生にはIS1417の存在によるbgp1遺
伝子の発現が必須であることが明らかになった。一方、IS1417トランスポザ
ーゼ遺伝子破壊株MY402では毒素産生能が影響を受けなったことから、
bgp1遺伝子の発現にはIS1417の存在が必須であるが、　IS1417に内在するト
ランスポザーゼ遺伝子自体はその発現に関与しないことが明らかになった。
従って、IS1417の有する何らかの塩基配列あるいは立体構造がbgρ1遺伝子
の発現に重要であると考えられた。
　さらに、病原性欠損変異株No．19ならびにbgpl遺伝子破壊株MY403のト
キソフラビン耐性試験では、両変異株ともにトキソフラビンに感受性を示し
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たことから、bgp1遺伝子がトキソフラビンの耐性機構に関与することが明ら
かになった。すなわち、病原性欠損変異株No．19およびbgp1遺伝子破壊株
MY403ではbgp1遺伝子が関与する毒素耐性機構とトキソフラビン生合成機
構が密接に連動しているため、毒素産生が阻害されるものと考えられた。
　以上の結果から、イネもみ枯細菌病菌の毒素トキソフラビンの産生には、
毒素耐性に関与するbgp1遺伝子の発現が必須であり、このbgρ1遺伝子の発
現にはその下流に存在する転移因子IS　1417の有する特異的塩基配列が重要
な役割を果たしていることが明らかになった。さらに、このような転移因子
による病原性の制御が本病原細菌の病原性における不安定要因の一つである
とも考えられる。なお、植物病原菌において病原性が転移因子により正の制
御を受けている例はほとんど見出されておらず、学問的には大変興味深い事
実であるといえる。
第II章　トキソフラビン生合成遺伝子系の解析
　トキソフラビン生合成遺伝子に関しては、メチル基転移酵素をコードする
toxA遺伝子、　GTPシクロハイドロラーゼIIをコードするtoxB遺伝子、　W－D
リピート配列を有するtoxC遺伝子、およびデアミナーゼをコードするtoxE
遺伝子が遺伝子クラスターとして存在することが示唆されている。しかし、
これら生合成遺伝子の発現制御については全く明らかにされていない。この
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ことから、トキソフラビン生合成遺伝子の制御機構を解明することを目的に
研究を行った。
　まず、tOXt4遺伝子の周辺DNA領域を取得し、制御遺伝子の探索および、
生合成遺伝子の解析を行った。その結果、toxA遺伝子の下流約2kb以内には
toxA遺伝子と同方向にtoxB遺伝子およびtoxC遺伝子が存在することが認め
られた。一方、toxA遺伝子の上流には新規の遺伝子（toxRと命名）が存在す
ることが発見された。これら遺伝子の転写をRT－PCRにより調べたところ、
toxRを除いて∫o班、　toxBおよびtoxC遺伝子は同一のmRNAとして転写さ
れることが明らとなった。また、toxBおよびtoxC遺伝子にはプロモーター配
列が存在しないことから、これら遺伝子はtoxA遺伝子プロモーターから転写
されるものと考えられた。
　次いで、toxA遺伝子の上流に新たに発見されたtoxR遺伝子のデータベース
解析から、転写活性化因子であるLysRファミリータンパク質と高い相同性
を有し、その推定アミノ酸配列のN末端にはDNA結合モチーフであるヘリ
ックス・ターン・ヘリックスモチーフが存在することが明らかになった。ま
た、toxR遺伝子がトキソフラビン生合成に関与するか否かについて、相同組
換え法によりtoxR遺伝子破壊株MY411を作出して調べたところ、破壊株
MY411では病原性およびトキソフラビン産生能の欠失とともに、toxA遺伝子
の発現が抑えられていることが認められた。つまり、toxR遺伝子はトキソフ
ラビン生合成遺伝子群の発現に重要な役割を果たしていることが明らかにな
った。
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　さらに、toxA遺伝子プロモーター領域のDNA解析により、この領域が他
のLysRファミリーの標的領域と高い相同性を示すとともに、　LysRファミリ
ータンパク質の標的DNA配列となるT－N11－A配列が存在することが明らかに
なった。そこで、このT－Nll－Aモチーフを含むDNA領域へのタンパク質結合
能をゲルシフト法により調べた結果、菌体からの抽出タンパク質中のToxR
タンパク質一DNA複合体と推測されるポジティブバンドは、毒素産生条件に
おける野生株では検出されたが、毒素非産生条件の野生株ならびにtoxR遺伝
子破壊株MY411では検出されなかった。したがって、　toxR遺伝子はtoxA遺
伝子の発現・制御に関係するだけでなく、トキソフラビン生合成遺伝子のク
ラスター全体を調節する制御遺伝子であると考えられた。
　なお、トキソフラビン生合成系はリボフラビン生合成系と同様に、GTPか
らtoxB遺伝子のコードするGTPシクロハイドロラーゼIIによる開環反応、
toxEのコードするデアミナーゼ反応を経由して合成され、その後リボフラビ
ン生合成系から分岐してグリシンの抱合、toxAのコードするメチルトランス
フェラーゼによりメチオニンからのメチル基転移が起こり、トキソフラビン
が合成されると考えられている。しかし、リボフラビンは生体内における必
須の物質であり、トキソフラビン生合成遺伝子群であるtoxB遺伝子がリボフ
ラビン合成におけるGTPの開環反応を同時に担っているとは考え難い。そこ
でtoxB遺伝子および大腸菌におけるリボフラビン生合成系のGTPシクロハ
イドロラーゼIIをコードするribA遺伝子をプローブとしてサザンハイブリダ
イゼーションを行い、これら遺伝子のホモログについて調べた。その結果、
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両プローブによるポジティブバンドは全く同一のパターンを示したことから、
GTPシクロハイドロラーゼIIのアイソザイムが存在することが示唆された。
このことから、トキソフラビン合成系とリボフラビン合成系における共通経
路はおそらく別々の酵素によって反応が進行するものと考えられた。
　以上の結果から、イネもみ枯細菌病菌におけるトキソフラビン生合成はメ
チル基転移酵素をコードするtoxA遺伝子、　GTPシクロハイドロラーゼIIを
コードするtoxB遺伝子、　W－Dリピート配列を有するtoxC遺伝子、およびデ
アミナーゼするtoxE遺伝子が遺伝子クラスターとして存在し、これら遺伝子
の発現はtoxR遺伝子のコードするLysRファミリータンパク質によって正の
制御を受けていることが明らかになった。また、トキソフラビン生合成系の
初期段階はGTPから出発するリボフラビン生合成系と共通の過程で進行す
るが、最初のGTPシクロハイドロラーゼII遺伝子には複数のホモログが存
在することから、両合成系は異なる酵素群によって進行することが明らかに
なった。
　最後に、本研究によりイネもみ枯細菌病菌の病原性発現には毒素トキソフ
ラビンの産生が必須であり、その産生には転移因子IS1417の存在による毒素
耐性遺伝子bgp1の発現が必須であること、さらに毒素生合成遺伝子の発現・
制御にはtoxR遺伝子が関与することを明らかにした。なお、　toxR遺伝子破壊
株では全く病原性を示さなかったことから、toxR遺伝子のコードするLysR
ファミリータンパク質がイネもみ枯細菌病を防除する上で最適なターゲット
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として今後利用されることが期待される。
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